蛋白 (heat shock protein ，HSP) , 是 生物 体内 与 抗 逆 
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家 笃 hsp20.4 司 动 子 克隆 及 其 驱动 表达 产物 
EGT 对 和 药 答 师 体 必 育 的 影 吧 
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摘要 : 为 验证 家 和 蛋 Bombyx mori 热 休克 蛋白 基因 hsp20.4 启动 子 的 活性 以 及 家 看 核 多 角 体 病毒 egi 的 表达 产物 对 家 看 
发 育 的 影响 , 本 实验 通过 PCR 扩 增 分 别 得 到 hsp20.4 启动 子 片段 和 egi 片段 。 利 用 hsp20.4 的 启动 子 和 红色 灾 光 重 日 
报告 基因 DsRed 构建 重组 载体 , 在 家 看 BmN 细胞 以 及 家 看 组 织 中 得 到 了 有 瞬时 表达 , 表明 所 克隆 的 hsp20.4 启动 子 序 
列 具 有 热 休克 蛋白 基因 的 启动 子 活性 。 又 利用 hsp20.4 启动 子 和 家 看 核 多 角 体 病 毒 的 egi 构建 重组 载体 , 通过 注射 
到 春 肾 中 进行 瞬时 表达 , 以 检测 egt 表达 产物 对 家 看 发 育 的 影响 , 经 42 1 h 热 诱导 后 ,hsp20. 4 启动 子 控 制 的 egt 
表达 产物 可 以 延迟 家 看 发 育 。 

关键 词 : 家 看 ; hsp20.4 启动 子 ; 家 看 核 多 角 体 病毒 ; egi; 发 育 
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Cloning of silkworm hsp20. 4 promoter and effects of EGT expression 


driven by the promoter on pupal development in the silkworm, 


Bombyx mori 

XIE Min, GONG Cheng-Liang” , XUE Ren-Yu, SHENG Jie, ZHANG Xiao-Rong, LI Yan-Mei, YU Xiao- 
Hua, CAQO Guang-Li* ( Medical College, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China) 
Abstract: In order to verify the activity of the heat shock protein gene expression driven by the promoter of 
Bombyx mori hsp20.4 gene and the effect of Bombyx mori nuclearpolyhedrosisvirus ( BmNPV ) egt gene 
products on the development of silkworm, we amplified hsp20. 4 promoter and ept fragments by PCR, and 
then recombined hsp20. 4 promoter with red fluorescent protein gene DsRed and BmNPYV ee respectively to 
form two different recombinant vectors. The former transferred into silkworm BmN cells and tissues showed 
the transient expression of DsRed, indicating the hsp20. 4 promoter sequence possess heat shock protein 
gene promoter activity in silkworm, while the latter injected into silkworm pupa could delay the pupal 
development of silkworm by heat induction. 


Key words: Bombyx mori; hsp20.4 promoter; Bombyx mori nuclearpolyhedrosisvirus; egt; development 


后 ,都 可 以 导致 细胞 发 生 热 休克 反应 
合成 (Carrasco et al., 1997 ) 。 


热 激 和 蛋白 (heat stress protein ，HSP ) 又 名 热 休 克 


ISSN 0454-6296 


， 诱导 HSP 的 


相关 的 一 类 十 分 重要 的 和 蛋 晶 , 作为 一 种 在 进化 过 程 
中 有 高 度 保守 性 的 应 激 和 蛋白 ,对 维持 机 体 的 和 目 号 稳 
定性 起 着 重要 作用 (Lindquist，1986; Sun et al.，, 
2002) 。 除 高 温 诱 导 外 , 许多 损伤 因素 (如 缺 氧 `\ 重 
金属 离子 、 病 毒 感染 、DNA 损伤 、 自 由 基 ) 刺激 作用 
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HSP 有 多 种 分 类 方式 , 依据 其 分 子 量 可 分 为 三 
大 类 : 低 分 子 量 HSP (small heat shock protein ， 
sHSP) (12 ~42 kD) ，HSP70 家 族 (68 ~73 kD) 与 高 
分 子 量 HSP (80 ~ 10 kD) (Lindquist and Craig, 
1988 ) 。1974 年 在 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaste 
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幼虫 因 增 加 温度 而 观察 到 一 系列 特殊 的 重 日 ，sHSP 
因此 而 得 名 (Tisseres et al.,，1974 ) 。 鳝 九 上 月 昆虫 中 ， 
HSP 基因 启动 子 是 一 种 优良 的 局 动 可 刺激 性 表达 
的 局 动 子 (Uhlfrova et al.，2002 ) ,已 知 鳞 翅 目 昆虫 
通过 表达 HSP 应 对 热 刺 激 (Fittinghoff and 
Riddiford ,1990) ,在 家 大 Bml 细胞 系 中 所 进行 的 
研究 进一步 证 明了 家 和 蛋 的 HSP 基因 局 动 子 具有 优 
良 的 启动 活性 (Kimura et al.，1999 ) 。 家 重 Bombyx 
mori 是 鲜 翅 目 昆虫 的 典型 代表 , 家 看 基因 组 框架 序 
列 的 完成 ,为 鳞 蕊 目 昆 虫 功能 基因 的 人 研究 提供 了 展 
好 的 平台 。 家 看 HSP 已 发 现 多 种 , 包括 多 种 sHSP 
已 有 人 赋 究 (李斌 等 , 2003 ) , hsp20.4 为 家 奉 sHSP 基 
因 的 一 种 。 

杆 状 病毒 的 egi 编码 产物 为 旷 皮 省 体 尿 苷 二 磁 
酸 简 萄 糖 基 转 移 酶 (ecdysone UDP-glucosyl 
transferase，EGT) ， 该 酶 能 催化 昆虫 体内 的 尿 苷 二 
克 酸 葡萄 糖 ( UDP-glucosyl) 中 的 葡萄 糖 基 转 移 到 前 
胸腺 分 这 的 赔 皮 激素 (molting hormnone，MH ) 上 , 形 
成 旷 皮 激素 22-0-B-D- 吡 喃 和 葡萄糖, 使 宿主 昆虫 分 
泌 的 MH 失 活 ,从 而 阻止 幼虫 的 变态 ,延长 幼虫 的 
取 食 时 间 ， 延 人 运 肾 的 形成 (Evans and 0' Reilly， 
1998 ; Sakano et al., 2006 ) 。 

为 验证 家 看 hsp20.4 启动 子 的 活性 以 及 家 看 核 
型 多 角 体 病毒 ( Bombyx mori nucleopolyhedrovirus ， 
BmNPV ) est 的 产物 对 家 和 看 发 育 的 影响 ,我们 用 家 和 看 
HSP 基因 hsp20.4 启动 子 . 红 色 葡 光 和 蛋白 基因 DsRed 
和 BmNPYV 的 egt 构建 了 瞬时 表达 载体 , 将 hsp20.4 
启动 子 控制 DsRed 的 重组 载体 分 别 转 染 家 看 BmN 
细胞 和 家 看 组 织 中 , 给 予 高 温 刺激 诱导 ， 以 验证 所 
克隆 的 hsp20.4 启动 子 序 列 是 否 具有 HSP 基因 启动 
活性 ; 将 hsp20.4 启动 子 控制 egi 的 重组 载体 注射 
在 师 ， 热 激 诱 导 ,， 观 察 egi 表达 产物 对 家 看 发 育 的 


影响 。 
1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 

L11 x 大 造 品系 家 乔 、L1- 中 品系 家 和 耕 ， 由 苏州 
大 学 看 又 研究 所 保存 ; BmNPV 办 州 株 \ 大肠 杆 丙 
Top10 菌株 为 本 实验 室 保存 ; Tag 酶 以 及 限制 性 内 
切 酶 、T 载体 购 自 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 ; 上 
下 游 引 物 均 由 上 海 生 工 生 物 工程 有 限 公司 合成 ; 凝 
胶 回 收 试剂 盒 购 自 Biofrum 公司 ,，T4 连接 酶 购 自 
TaKaRa 公司 。 带 有 基因 DsRed 和 家 看 丝 素 和 蛋白 轻 


链 基 因 PolyA 加 尾 信号 序列 载体 pSK-DsRed-PolyA 
质粒 为 本 实验 室 构 建 并 保存 ( 诸 成 娴 等 , 2007 ) 。 
1.2 egt 的 PCR 扩 增 

BmNPV 基因 组 DNA 抽 提 按 和 常规 方法 进行 。 依 
照 已 公布 BmNPV-T3 株 基因 组 全 序列 (GenBank 登 
录 号 : L33180) 设 计 PCR 上 下 游 引 物 , 引物 1: 5'-cg 
ctcgagatgactattctttgctggc-3'( 下 划 线 为 Xho 工 酶 切 位 
扩 )， 引 物 2: 5 -cgggtaccgaccggcacggcaagctggcgc-3 
(下 划 线 为 Kpn I 酶 切 位 点 ) 。 以 BmNPV 基因 组 为 
模板 , 按 下 列 条 件 PCR 扩 增 : 95Y 预 变性 3 min， 
95%C 50 s, 50%C 50 s, 72%C 1.5 min,35 个 循环 后 
72%C 10 min。PCR 扩 增 产物 用 1% 的 琢 脂 糖 凝 胶 进 
行 切 胶 试剂 盒 回 收 。 
1.3 ”PCR 扩 增 hsp20.4 启动 子 

家 看 基因 组 提取 方法 参照 《分 子 克 隆 》 
(Sambrook and Russell，2001 ) ,家 至 上 疡 种 为 Lll x 
大 造 。 依 照 已 公布 的 hsp20. 4 基因 序列 (CenBank 
登记 号 : AF315318 ) 搜寻 得 到 的 基因 组 序列 
( GenBank 登记 号 : AADK01000034 ) 设 计 PCR 上 下 


游 引 物 , 引物 1:5'-tacccgggccagacacaacgcgacgtacg-3" 
(下 划 线 为 Sma 工 酶 切 位 点 )， 引 物 2: 5 
tactcgagattactcccgaaaatcgcttgg-3'( 下划线 为 Xhol 酶 
切 位 点 ) 。 以 家 看 基因 组 为 模板 , 按 下 列 条 件 PCR 
扩 增 : 9$% 预 变 性 3 min, 95%C 50 s, 50%C 50 s， 
72% 1 min, 35 个 循环 后 72% 10 min。PCR 扩 增 产 
物 用 1% 的 球 脂 糖 凝 胶 进 行 切 胶 试 剂 盒 回收 。 
1.4 TA 克隆 

将 egt 和 hsp20. 4 启动 子 的 PCR 产物 分 别 和 
pUCm-T 载体 连接 , 转化 到 大 肠 杆 菌 Top10 中 。 碱 
裂解 法 抽 提 质粒 后 用 Ps I 单 酶 切 验 证 , 挑选 阳性 
克隆 ,测序 验证 后 分 别 得 到 pUCmT-hsp20.4 和 
pUCmT-egt 质粒 。 
1.5 瞬时 表达 载体 的 构建 

本 实验 室 构建 并 保存 的 pSK-DsRed-PolyA 质粒 
中 ,由 于 基因 DsRed 克隆 在 pBluescript [SK( + ) 质 
粒 的 Sal 工 与 Xho 工 位 点 ， 家 看 丝 素 重 日 轻 链 基因 
PolyA 加 尾 信号 序列 克隆 在 pBluescript I SK( + ) 质 
粒 的 Xho 了 与 Kpn 工 位 操 ,， 以 Sma 上 和 Xho 工 消 化 
pUCmT-hsp20.4 质粒 回收 hsp20.4 启动 子 片 段 , 元 
隆 到 pSK-DsRed-PolyA 的 Sma 荆 和 Sall 位 点 , 得 到 
瞬时 表达 载体 pSK-hsp20.4-DsRed-PolyA。 质 粒 图 谱 
见 图 1。 

将 Sma 和 Xho 消化 pUCmT-hsp20.44 质粒 回 
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收 的 hsp20. 4 启动 子 片 段 ， 克隆 到 pBluescript ][ SK 
( +) 载体 的 Xho 1 /Sma 工 位 点 之 间 , 得 到 pSK- 
hsp20.4 质粒 ; 以 Xho [| 和 Kpn 消化 pUCmT-egt 质 


Kpn | fib-L polyA 


Xho I 









DsRed 
pSK-hsp20.4-DsRed-polyA 
4.7 kb 

Amp+ 
— Sal | /Xho | 


hsp 20.4 


Sma l 
图 1 载体 pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA 结构 图 


Fig. 1 The structure of pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA 


1.6 ”家蚕 BmN 细胞 的 培养 和 转 染 

昆虫 细胞 常规 培养 参照 Summers 和 Smith 
(1987 ) 的 方法 进行 ,细胞 转 染 参照 Tang 等 (2003 ) 
的 方法 进行 。 将 BmN 细胞 以 5 x 10 AmL 接种 于 
12 cm 的 培养 瓶 中 , 细胞 贴 壁 后 , 弃 掉 培养 液 ， 以 
无 血清 TC-100 洗 2 次 , 再 加 1 mL 的 无 血清 TC-100 
培养 基 , 逐 滴 加 入 转 染 混合 液 (100 pL 转 染 体系 
中 , 含 4 pL Lipofection、2 ug 瞬时 表达 载体 pSK- 
hsp20.4-DsRed-PolyA ), 4 bh 后 以 10% FBS 的 TC- 
100 培养 基 3 mL 替换 旧 培 养 液 。27% 培养 3 h 后 ， 
42% 诱导 1 h。24 bh 后 殉 光 显微镜 (NIKON TE- 
2000 ) 观察 (以 未 经 过 诱导 的 细胞 作为 对 照 ) 。 经 预 
实验 鉴定 表明 , 家 和 春 BmN 细胞 未 经 处 理 不 显示 红 
色 殉 沧 。 
1.7 pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA 质粒 在 家 乔 丝 腺 
中 以 及 其 他 组 织 中 的 瞬时 表达 

取 pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA 质粒 2. 5 hg， 
ddH,0 稀释 至 10 pL, 注射 于 4 龄 家 看 (品种 为 Ll- 
中 ) 体 腔 。42% 诱导 1 h。24 h 后 火光 显微镜 观察 
家 佛 丝 脲 及 其 他 组 织 。 以 未 经 过 诱导 的 家 看 作为 对 
照 (经 预 实 验 鉴 定 表 明 , 未 经 处 理 的 家 看 品种 L1- 组 
织 不 显示 红色 殉 光 ) 。 
1.8 pSK-hsp20.4-egt-PolyA 质粒 在 每 晴 中 的 瞬时 
表达 

注射 液 的 配制 : 取 40 hg 的 pSK-hsp20. 4-egt- 
PolyA 质粒 与 10 pL 脂 质 体 混合 , 加 ddH,0 至 总 体 
积 100 pL。 化 肾 后 第 3 d, 以 10 pL/ 肾 的 量 分 别 注 
射 肾 期 一 致 的 10 头 雌 师 和 10 头 雄 肾 , 42 人 诱导 
1 h。 以 10 pL/ 里 的 量 注射 4dH,0 的 蚕 师 作 为 对 照 
(雌雄 各 20 头 ) , 室温 保护 , 观察 统计 肾 的 发 育 情 


粒 ， 回收 egt 片段 后 克隆 到 pSK-hsp20.4 质粒 的 Xho 
LKpnl 位 点 之 间 , 得 到 瞬时 表达 载体 pSK-hsp20. 4- 
egt-PolyA。 质 粒 图 谱 见 图 2。 


Kpn | 






egt-polyA 


pSK-hsp20.4-egt-polyA 
Amp+ 5.5 kb 


hsp 20.4 
Sma | 
图 2 载体 pSK-hsp20. 4-egt-PolyA 结构 图 
Fig. 2 The structure of pSK-hsp20. 4-egt-PolyA 


况 及 羽化 时 间 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 扩 增 及 克隆 

经 PCR 扩 增 得 到 hsp20. 4 启动 子 和 egt 的 片 
段 , 切 胶 回收 , 克隆 到 pUCmT 载体 ，Pst I 酶 切 验 
证 , 分 别 得 到 pUCmT-hsp20.4 和 pUCmT-egt 重组 质 
粒 。 酶 切 鉴定 见 图 3、 图 4。 





图 3 ”pUCmT-Asp20.4 酶 切 鉴定 
Fig. 3 Restriction analysis of recombinant plasmid pUCmT-hsp20.4 
1: pUCmT-hsp20.4/Psi | ; M: NPDDNA/Hind [ marker. 





图 4 pUCmT-egt 酶 切 鉴定 
Fig. 4 Restriction analysis of recombinant plasmid pPUCmT-eet 
1: pUCmT-egt/Pst [| ; M: PDNA/Hind [| marker. 
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2.2 基因 序列 分 析 

2.2.1 hsp20.4 局 动 子 序列 分 析 : 对 殉 隆 得 到 的 
hsp20. 4 启动 子 序列 ( GenBank 登录 号 : 
EU350579 ) 进行 分 析 发 现 该 序列 共 662 bp, 其 中 
A,T, G，C 人 含量 (和 % ) 分 别 为 : 34. 14，31. 87， 
15.26, 18.73, 为 富 含 AT 区 (66.01% ) 。 利 用 
根据 berkeley 的 fruitfly 模式 建立 的 Berkeley 
Drosophila Cenome Project 在 线 启 动 子 分 析 程 序 
( http://www. fruitfly. org/seq 
html) 分 析 该 启动 子 显 示 , 转录 起 始 位 点 是 位 于 
第 593 nt 的 A, 符合 PyPyAN /PyPy, 而 392 ~ 
395 nt、460 ~ 463 nt、560 ~ 563 nt 为 CAAT box， 
563 ~568 nt 为 典型 的 TATA box。 与 CenBank 的 
已 有 序列 AADK01000034 对 比 发 现 : 该 序列 83 
nt 的 Gv173 nt 的 C178 nt 的 T、204 nt 的 T、210 
nt 的 G、274 nt 的 G、283 nt 的 C、398 nt 的 C、476 
nt 的 T4478 nt 的 G、480 nt 的 G、500 nt 的 A、529 
nt 和 的 C、553 nt 的 T、611 nt 的 G 在 
AADK01000034 序列 中 分 别 为 C, T, A, A,A， 
TAG A, T，A,，T, T，C，A; 对 应 于 
AADK01000034 序列 , 所 克隆 的 序列 在 281 nt 后 
缺失 了 ATA 碱 基 在 433 nt 后 缺失 了 AA 碱 基 、 
在 560 nt 处 插 人 了 一 个 C 碱 基 。 在 249 ~263 处 
存在 的 序列 aGAAttTTCaatAAc, 在 119 ~133 处 
存在 序列 aTTCcaGAtaaTTCt 的 互补 序列 ,非常 类 
似 于 热 激 和 蛋白 启动 子 元 件 nGAAnnTTCnnGAAn 
的 保守 序列 ( 孙 卫 忠 等 , 2003 ) 。 由 于 所 克隆 的 
序列 的 这 些 突变 位 点 不 包含 在 已 知 的 顺 式 作用 
元 件 中 , 因此 可 以 猜测 它们 对 启动 子 的 活性 没有 
影 啊 。 

应 用 在 线 分 析 (http://www. cbrc. jp/research/ db/ 
TFSEARCH) 发 现 , 该 序列 中 存在 多 个 保守 位 点 , 包括 
非常 保守 的 NIT2 (TATCTA ) .SRY ( AAACAAA ) .HSF 
( ACAAA， 果 网 )、HSF ( AGAAC， 酵母 )、SRY 
(TITCTTT) .CdxA ( ATTTATC ) .CdxA (TATAAAT) 等 ， 
在 这 些 序列 中 ，AGAAA(96 ~ 100 nt) 是 果 蝇 热 激 转录 
子 (heat-shock factor，HSF ) 识 别 的 启动 子 元 件 (heat- 
shock element，HSE ) ,因此 有 可 能 为 同样 是 昆虫 的 家 
看 中 的 HSE, 在 该 局 动 子 中 发 挥 作用 。 

利用 RNA structure 软件 对 启动 子 区 域 的 单 链 
序列 进行 二 级 结构 分 析 , 该 局 动 子 的 多 个 区 域 可 形 
成 潜在 的 茎 环 结构 ， 其 中 161 ~ 195 的 蕉 环 结构 较 
为 复杂 ,475 ~ 483 与 493 ~ 501 处 形成 的 葵 环 结构 


tools/promoter. 


较 大 , 推测 这 些 区 域 的 茎 环 结构 可 能 存在 有 特殊 功 
能 , 使 该 启动 子 发 挥 其 功能 。 

2.2.2 egi 的 基因 序列 分 析 : 对 克隆 得 到 的 egit 的 基因 
序列 (CenBank 登录 号 : EU350576 ) 进行 分 析 发 现 : 该 
序列 共 1 743 bp, ORF 为 1 521 bp。 其 中 1 ~3 nt 为 起 
台 密码 子 ATG, 1 519 ~ 1 521 nt 为 终止 密码 子 TAG ， 
1 529 ~1 534 nt 为 加 尾 信 号 AATAAA。 与 GenBank 中 
已 有 序列 (GenBank 登录 号 : L33180) 对 比 发 现 : 该 序 
列 56 nt 的 C, 126 nt 的 T, 214 mt 的 A, 216 nt 的 CC， 
231 nt 的 T, 454 nt 的 T, 702 nt 的 A, 714 nt 的 A, 790 
nt 的 C, 798 nt 的 T, 901 nt 的 G,946nt 的 G, 1 188nt 
的 A, 1261 nt 的 A, 1288 nt 的 C,1135 nt 的 T, 在 
GenBank 已 有 的 序列 中 分 别 为 T, C, G, T, G, C, G,， 
G, G, C, A, A, G, G, T, C。 这 些 突变 位 点 导致 所 元 
隆 得 到 的 egt 的 蛋白 质 编 码 中 ,Ala”，, lle”,，Arg”， 
Val”,，Asp” ,Thr” ,Pro~ 分别 在 对 应 的 L33180 序列 
推导 的 氨基 酸 序 列 中 为 Val, Val, Gly, lle,，Asn,， 
Asn, Ser。 

2.3 瞬时 表达 载体 的 构建 

通过 酶 切 、 连 接 等 稼 规 方法 死 隆 得 到 了 以 
hsp20.4 启动 子 局 动 的 DsRed 基因 、 带 有 来 目 家 
看 丝 素 集 日 轻 链 基 因 的 PolyA 加 尾 信 号 序列 的 
瞬时 表达 载体 pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA 和 以 
hsp20.4 局 动 子 局 动 的 egt、 璐 有 egt 的 PolyA 加 
尾 信号 序列 的 瞬时 表达 载体 pSK-hsp20. 4-egt- 
PolyA。 重 组 质粒 酶 切 鉴 定 图 见 图 5 和 图 6。 

图 5 显示 ,瞬时 表达 载体 pSK-hsp20. 4- 
DsRed-PolyA 经 Xba [| 和 Kpn[ 酶 切 后 可 得 到 约 
1.7 kb 的 片段 , 该 片段 含 hsp20.4 启动 子 序列 
(0.67 kb) 、DsRed 序列 (0.68 kb) 及 加 尾 信号 
序列 (0. 30 kb); pSK-DsRed-PolyA 质粒 经 Xba 
I 和 Sal lI 酶 切 后 可 得 到 约 0.7 kb 的 DsRed 序 
列 ; pUCmT-hsp20.4 经 Sma | /Xho TI 酶 切 可 得 
到 约 0.7 kb 的 hsp20.4 启动 子 片段 , 表明 所 构 
建 的 载体 正确 。 图 6 显示 ,hsp20.4 启动 egt 基 
的 载体 pSK-hsp20. 4-egt-PolyA 经 Sma | 和 
Kpn 工 酶 切 可 得 到 约 2.4 kb 的 片段 , 该 片段 售 
hsp20.4 局 动 子 序列 和 egi 基因 序列 ( 含 PolyA 
加 尾 信号 序列 ) ; 该 载体 经 Kpn I /Xho 工 酶 切 后 
可 得 到 约 1.7 kb 的 egi 基因 序列 ( 含 PolyA 加 尾 
言 号 序列 ) ; 载体 pSK-hsp20.4 经 Smal 和 Xho 
I 酶 切 后 可 得 到 约 0.7 kb 的 hsp20.4 启动 子 片 
段 , 表明 所 构建 的 载体 正确 。 
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图 5 有 瞬时 表达 载体 pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA 的 酶 切 鉴定 
Fig. 9 Restriction analysis of recombinant transient expression 
plasmid pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA 
1: pSK-hsp20. 4-DsRed-PolyA/Kpn 1 /Xba I ; 2: pSK-DsRed-PolyA/ 
Xba I /Sal I ; 3: pUCmT-hsp20. 4/Sma I /Xho I ; MI: DNA/Hind 
于 marker; M2: 100 bp DNA 标准 分 子 量 DNA molecular weight 

marker (100 bp ladder). 





图 6 hsp20.4 启动 egt 基因 载体 的 酶 切 鉴定 
Fig. 6 Restriction analysis of recombinant 
plasmid pSK-hsp20. 4-egt-PolyA 
1: pSK-hsp20. 4-egt-PolyA/Sma I /Kpn 工 ; 2: pSK-hsp20. 4/Sma 1 / 
Xho I ; 3: pSK-hsp20. 4-egt-PolyA/Kpn I /Xho I ; M: DNA/Hind HI 


marker. 


2.4 ”hsp20.4 启动 子 活性 检测 

2.4.1 重组 载体 转 染 家 看 BmN 细胞 : pSK- 
hsp20. 4-DsRed-PolyA 质粒 转 染 家 乔 细 胞 后 , 42% 诱 
导 1h。24 h 后 效 光 显微镜 观察 (以 未 经 诱导 的 细 
胞 作为 对 照 ) 。 结 果 显 示 ( 图 7) ,经 过 诱导 后 有 红 
色 奖 光 细 胞 , 表明 hsp20.4 启动 子 在 BmN 细胞 中 具 
有 启动 子 活性 。 

2.4.2 重组 载体 转 染 家 看 组 织 : 将 脂 质 体 和 pSK- 
hsp20. 4-DsRed-PolyA 质粒 注射 于 4 龄 家 看 体腔 ， 
42 人 诱导 1h。24 h 后 严 光 显微镜 观察 , 可 见 如 图 8 
之 结 采 , 说 明 经 过 诱导 的 hsp20.4 局 动 子 在 丝 乳 以 
及 中 肠 组 织 中 有 良好 的 启动 活性 。 


2.5 注射 pSK-hsp20. 4-egt-PolyA 质粒 对 看 肾 发 育 
影响 
重组 质粒 注入 大 肾 并 诱导 表达 , 对照 组 注射 
ddH:O。 结 果 ( 图 9) 发现, 对照 组 的 肉 雄 晴 体 注射 
9 d 后 开始 羽化 (图 中 记 为 12 d), 而 实验 组 的 看 肾 
发 育 明 显 延缓 。 说 明 egi 在 hsp20.4 的 局 动 下 可 以 
得 到 表达 , 并 且 其 产物 EGT 可 以 延迟 家 看 发 育 。 


3 讨论 


HSP 的 出 现 与 热 耐 性 的 获得 有 很 强 的 关系 ,并 
且 sHPS 在 因 热 刺激 而 离 解 、 变 性 , 受到 破坏 的 细胞 
内 蛋白 质 的 折 著 、 会 合 \ 膜 运输 与 分 解 等 过 程 中 起 着 
分 子 伴侣 的 功能 ( Boston et al., 1996) 。 本 研究 所 死 
隆 的 hsp20.4 启动 子 为 家 看 sHSP 基因 启动 子 的 一 
种 , 通过 序列 分 析 表 明 , 所 克隆 的 序列 存在 TATA 
box ，CAAT box 和 转录 起 始 位 点 ， 而 序列 中 存在 的 
agaattttcaataac ， 及 attccagataattct 互补 序列 非常 类 似 
于 热 激 和 蛋白 启动 子 元 件 nGAAnnTTCnnGAAn 的 保守 
序列 ,推测 其 可 能 为 HSE。 通 过 该 启动 子 对 红色 区 
光 重 日 基因 的 驱动 , 在 家 看 细胞 和 家 春 组 织 中 的 瞬 
时 表达 表明 , 该 局 动 子 具有 热 激 局 动 子 活性 。 

许多 基因 的 组 织 特异 性 表达 往往 与 启动 子 的 组 
织 特异 性 有 关 , 将 hsp20.4 局 动 子 驱 动 DsRed 的 瞬时 
表达 载体 注射 家 看 ,可 观察 到 家 春 丝 脲 等 组 织 发 出 
红色 奖 光 。 因 此 , 可 以 认为 , 将 瞬时 表达 载体 注射 
家 和 看, 根据 灾 光 乍 日 基因 在 家 看 各 个 组 织 、 各 个 时 
期 的 表达 情况 可 以 快速 、 直观 地 鉴定 启动 子 的 组 织 
告 异 性 。 通 过 该 方法 我 们 已 成 功 地 对 家 和 在 的 丝 生日 
局 动 子 进行 了 验证 (刘炜 彬 等 2007; 周文 林 等 ， 
2007 ，2008 ; 诸 戌 娴 等 , 2007 ) 。 

家 看 属 完 全 变态 昆虫 , 一 般 认 为 昆虫 的 赔 皮 与 
变态 受 激 素 调控 ,， 咽 侧 体 分 泌 的 保 幼 激素 (juvenile 
hormnone,，JH ) 维持 幼虫 形态 ， 而 前 胸腺 分 泌 的 MH 
促进 幼虫 赔 皮 和 变态 。 昆 虫 所 处 的 生长 发 育 阶 段 取 
决 于 血 淋 巴 中 这 两 类 激素 的 相对 滴 度 。 昆 虫 体内 激 
素 的 滴 度 是 受 严 格 控制 的 , 三 的 生物 合成 受 控 于 
正 调控 的 促 咽 侧 体 素 和 人 负 调 控 的 抑 咽 侧 体 素 , 昆虫 
血 淋 巴 中 五 的 滴 度 是 由 JH 的 生物 合成 和 代谢 共 
同 维持 平衡 的 ,JH 的 代谢 由 保 幼 激素 酯 酶 (juvenile 
hormone esterase , JHE ) 、 保 幼 激 素 环 氧 水 解 酶 和 保 
幼 激素 二 醇 激 酶 等 催化 完成 (周文 林 等 , 2008 ) 。 改 
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A ; 三 
图 7 重组 载体 在 家 蛋 细 胞 中 的 瞬时 表达 


Fig. 7 Transient expression of recombinant vector in BmN cells 
A: 荧光 视野 Fluorescence image; B: 正常 视野 Bright-field photograph. 








图 8 ”重组 载体 在 家 蚕 组 织 中 的 瞬时 表达 


Fig. 8 Transient expression of recombinant vector in silkworm tissues 


A: 荣光 视 对 丝 腺 Fluorescence image of silk gland; B: 正常 视野 丝 腺 Bright-field photograph of silk gland; C: 荧光 视野 中 肠 Fluorescence image of 


midgut gland; D: 正常 视野 中 肠 Bright-field photograph of midgut gland. 
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图 9 egt 瞬时 表达 对 家 看 肾 体 发 育 的 影响 
Fig. 9 Effects of transient expression of egt on the pupal development of silkworm Bombyx mori 
A: 雌 晴 Female pupa; B: 雄师 Male pupa. 
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变 的 水 平 , 可 以 引起 昆虫 生长 发 育 的 异常 或 变 
态 , 摘除 咽 侧 体 或 使 用 抗 保 幼 激素 可 诱导 家 看 产生 
早熟 晴 ; 通过 转基因 过 度 表达 JHE, 能 导致 家 和 看 发 
育 异 党 并 诱导 部 分 家 和 看 成 为 早熟 晴 ( Maxwell ei al.， 
2002) 。 全 基因 组 序列 研究 表明 ,家 和 蛋 中 存在 赔 皮 
激素 氧化 酶 基因 和 晓 皮 沉 类 UDP- 葡萄 糖 基 转 移 酶 
基因 , 它们 都 参与 了 MH 的 代谢 ,对 体内 MH 的 水 
平 有 调节 作用 (Tan et al., 2005 ) 。 已 有 人 研究 结果 显 
示 , 通过 人 为 干预 , 改变 昆虫 的 内 分 洲 状 态 , 可 调 
节 昆 虫 的 发 育 与 变态 。 人 研究 结果 表明 , 杆 状 病毒 对 
昆虫 的 束 虐 与 变态 有 明显 影响 , 病毒 的 侵 染 改变 了 
宿主 体内 的 激素 平衡 , 从 而 更 有 利于 病毒 的 复制 与 
增殖 。 杆 状 病毒 的 egi 编码 产物 ECT 的 代谢 能 使 宿 
主 昆 虫 分 洲 的 MH 失 活 ， 从 而 阻止 幼虫 的 变态 ， 延 
长 幼虫 的 取 食 时 间 , 促使 旺 提 早 成 熟 (Dedos er al.， 
2002 ) 。 我 们 将 hsp20. 4 启动 子 驱 动 BmNPV 的 egt 
( 含 该 基因 的 PolyA 加 尾 信号 序列 ) 的 瞬时 表达 载体 
注射 晴 体 后 进行 诱导 表达 , 结果 显示 , 和 看 晴 的 羽化 
时 间 明 显 延迟 。 可 以 推测 如 采 将 热 激活 基因 (Asp) 
局 动 子 控制 的 egt 的 表达 元 件 寻 人 家 看 基因 组 ,， 获 
得 转 egi 家 和 蛋 , 在 肾 期 诱导 egt 表达 , 有望 使 晴 期 明 
显 延长 或 形成 永久 肾 。 通 过 该 策略 有 可 能 解决 鲜 曹 
收 烘 与 肾 期 过 短 之 间 的 了 矛盾， 从 而 改革 春香 收 购 - 
烘 干 - 旨 丝 模式 、 提 高 看 丝 质量 , 同时 也 有 可 能 获得 
适合 鲜 草 纪 丝 的 品种 。 
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